







































































































報 告 番 号 甲第 2907 号 氏  名   橋本 亜香利 
論文題名 
Narrow-Band Ultraviolet B Phototherapy Ameliorates Acute Graft-Versus-Host Disease of 
the Intestine by Expansion of Regulatory T Cells 









 我々はこれまでに、肝・消化管の臓器障害がないステロイド抵抗性の難治性皮膚 aGVHD 患者




NB-UVB が皮膚 aGVHD に優れた治療効果をもたらす機序として、直接的な皮膚の炎症性リンパ球
のアポトーシス誘導だけでなく、制御性 T 細胞（Treg）の誘導による全身免疫に対する間接的
な作用について初めて明らかにした（Iyama S，et al．Int J Hematol．2014; 99: 471-6．）。
Treg 細胞は、CD4、CD25、および転写因子 Foxp3 の共発現により定義される T 細胞サブセット
である。この細胞は循環する CD4+T 細胞の 5-10%の割合を占めており、自己反応性リンパ球を抑
制し、自然・獲得免疫応答を制御する。Treg 細胞は重症の aGVHD を減らすことが示されており、
ラパマイシンとインターロイキン-2（IL-2）の併用療法は、ドナー由来の Treg 細胞を増殖させ、
マウスモデルにおいて生存率を改善し aGVHD の致死率を減少させた。さらに、慢性 GVHD 患者に
対する低用量 IL-2 の投与は、安全性の面で許容され、Treg 細胞を増殖させると同時に重症の
GVHD を減らした。 
 我々はこれまでに、皮膚 aGVHD 患者において NB-UVB 照射が Treg 細胞を増殖させることを証
明したが、NB-UVB 照射が皮膚 aGVHD だけではなく消化管や肝のような深部臓器の aGVHD に有効
か否かは不明であり、本研究では、消化管 aGVHD の致死的なマウスモデルを用いて、深部臓器




 BALB/c（H-2Kd）と C57BL/6（H-2Kb）の 6-7 週齢の雌マウス（体重 19-21g）は、Charles River 






 移植前処置として、day0 に レシピエントの BALB/c マウスに全身放射線照射（TBI）（4Gy、1
日 2 回）を行い、同日にドナーの C56BL/6 マウス由来の骨髄細胞と脾臓細胞をそれぞれ大腿骨
と脾臓から採取し、5x106/匹の骨髄細胞と 5x105/匹の脾臓細胞を尾静脈より投与し BALB/c マウ
スに移植した。週 3 回体重と状態を監視した。aGVHD の臨床的重症度は、既存の評価スコアに
従って評価した。 
3）NB-UVB 照射 
 フィリップス社製の NB-UVB 蛍光管（PL-L36W/TL01）を 2 本搭載した NB-UVB 照射装置を
作製した（株式会社ヤヨイ）。波長は 311±2 nm とした。血性下痢を生じる直前の時期であ
る BMT 後 13 日目から、70 日目まで NB-UVB 照射を行った。アルビノヘアレスマウスの最小紅斑
量（MED）である 0.3 J/cm2を照射線量とし、背部より照射を行った。尚、NB-UVB 照射効率を上
げるためマウスの背部の毛剃りを行った。照射頻度は、既報に基づき週三回とした（Dawe RA, et 
al. Br J Dermatol. 1998; 138: 833-9.）。 
4）病理組織学的検討 
 腸、肺、皮膚、肝臓のサンプルは、BMT 後 35 日目にレシピエントから入手し 10%中性緩衝ホ
ルマリンで固定した。次いで試料をパラフィンに包埋し、5μm の厚さの切片に切断し、H&E 染
色を行った。画像は Eclipse の Ni-U 顕微鏡と Plan APO 20x0.75 lens（Nikon, Tokyo, Japan）
で可視化し、画像取得は DS-RI1 カメラと NIS-Elements documentation ver 4.20 software
（Nikon）を用いた。組織学的変化は半定量的スコアリングシステムに従って評価した。 
5）免疫組織学的検討 
 消化管、肺、皮膚の切片における CD3 と Foxp3 の発現について、免疫組織学的検討をおこな
った。脱パラフィンおよび再水和の後、組織切片をモノクローナル抗マウス T細胞マーカーD3e
（TCRE）と clone HH3E（DIA-303）（Dianova GmbH, Hamburg, Germany）、あるいはラットモノ
クローナル抗 mouse/rat Foxp3 と clone FJK-16s（14-5773）（eBioscience, San Diego, CA）
と共に 4℃で一晩インキュベートした。組織切片上の CD3/抗 CD3 抗体又は Foxp3/抗 Foxp3 抗体
の免疫複合体は、3, 3’-ジアミノベンジジンペルオキシダーゼ基質キット（Vector Labs, 
Burlington, ON）を用いて可視化したビオチンと結合した、抗ラット免疫グロブリン G 抗体を
用いて検出した。CD3+細胞および Foxp3+細胞陽性細胞は、倍率 400 倍の視野で、1切片あたり無
作為に 10 視野を選択し半定量的にカウントした。 
6）血清サイトカイン分析 
 BMT 後 35 日目に生存しているレシピエントの血清を−80℃で保存した。インターフェロンγ
(INFγ)、IL-2、IL-4、IL-17、トランスフォーミング増殖因子β（TGFβ）、IL-10 のレベルは、
Quantikine ELISA キット（R&D Systems, Minneapolis, MN）を用いて、酵素結合免疫吸着アッ
セイ（ELISA）法により測定した。5つのサンプルの合計を各群で分析した。 
7）FCM 分析 
 脾臓細胞はBMT後35日目のマウスから入手した。Treg細胞を検出するために、Treg Detection 
Kit（CD4/CD25/Foxp3）mouse（Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany）を使用した。
まず、脾臓細胞の表面を、フルオレセインイソチオシアネート（FITC）に結合したモノクロー
ナル抗 CD4 抗体（clone GK1.5）、および R-フィコエリトリン（PE）に結合したモノクローナル
抗 CD25 抗体（clone7D4）で染色した。固定/透過化溶液とのインキュベーション後、脾臓細胞
をアロフィコシアニン（APC）に結合させたモノクローナル抗 FoxP3 抗体（clone 3G3）で細胞
内染色した。その後、染色された脾臓細胞は FlowJo software 7.6.1（Treestar, Ashland, OR）
と BD FACSCant Ⅱ（BD Bioscience, San Jose, CA）で解析した。 
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8）統計学的分析 
 全ての統計学的分析は GraphPad Prism version 5.0（GraphPad Software, La Jolla, CA）
を用いて行った。全ての値は平均値（SEM）の平均±標準誤差として提示している。統計的有意
差は正規分布データの場合には Student の t 検定を用い、それ以外では Mann-Whitney U 検定を
用いて決定した。同じマウスからのデータを比較するために paired Student の t検定を行った。
生存曲線の差の統計的有意性を分析するために Kaplan-Meier 法を用いて構築し、log-rank 検
定を使用した。統計的有意差は p<0.05 として定義した。 
 
研究成績 
1) NB-UVB 照射による体重・臨床重症度・生存期間の検討 
 治療を行わなかった群を未治療群、TBI と移植のみを行った群を“TBI/BMT”群、移植後に
NB-UVB 照射を行った群を“TBI/BMT+NB-UVB”群とした。“TBI/BMT”群の体重は、TBI などの影









 各群の生存期間について統計学的検討を行った。Day0 に TBI を施行され骨髄移植を施行され








をもってスコアが減少した（7.4±0.2 vs. 4.2±0.2; “TBI/BMT” vs. “TBI/BMT+NB-UVB”; 
p<0.0001）。皮膚では、“TBI/BMT+NB-UVB”群は“TBI/BMT”群に比べてスコアが減少し、消化管
ほどには差はないものの統計学的有意差が認められた（9.4±0.4 vs. 6.8±0.5; “TBI/BMT” vs. 
“TBI/BMT+NB-UVB”; p=0.0034）。“TBI/BMT+NB-UVB”群の皮膚では、NB-UVB の直接的な炎症刺
激による影響も考慮された。肝臓においても、“TBI/BMT”群と“TBI/BMT+NB-UVB”群の間に統
計学的有意差が認められた（3.8±0.4 vs. 2.6±0.2; “TBI/BMT” vs. “TBI/BMT+NB-UVB”; 
p=0.0278）。肺の病理組織学的検査では、“TBI/BMT”群で、allo-HSCT 後非感染性肺障害の総称
であり致死的な合併症である特発性肺症候群（IPS）に一致した所見が得られた。IPS の半定量
的なスコアリングシステムによって、NB-UVB 照射が有意に IPS を改善することが示された
（p=0.0019）。 
3) NB-UVB 照射による血清サイトカインの検討 
 “TBI/BMT”群では、IFNγや IL-2 などの T helper type 1（Th1）細胞から産生されるサイ
トカインの血清レベルが増加した。“TBI/BMT+NB-UVB”群では、T helper type2（Th2）細胞か
ら産生される IL-4 などのサイトカインや Th17 細胞から産生される IL-17 などのサイトカイン
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の血清レベルが有意に減少していた（p=0.0090, 0.0108, 0.0080, or 0.0082）。さらに、
“TBI/BMT+NB-UVB”群では、TGFβや IL-19 のような Treg 細胞から産生されるサイトカインを
強く発現していた。（p=0.0038, or 0.0008）。 
4）免疫組織染色を用いた組織内への Foxp3+Treg 細胞の浸潤の検討 





いても、NB-UVB 照射は Foxp3+Treg 細胞の浸潤を増加させた。皮膚では、“TBI/BMT+NB-UVB”群
の CD3+T リンパ球がわずかに増加したが、NB-UVB 照射の直接的な刺激による影響が考えられた。









ECP や NB-UVB を用いることで、免疫抑制剤の減量や中止が可能となり、ステロイド投与に伴う
有害事象を回避することが期待できる。NB-UVB は ECP とは異なり、体外容積喪失に耐えられな
い患者や、血小板減少や DIC などの血液凝固異常を有する患者においても施行可能である。 
 我々は、NB-UVB 照射が消化管などの深部臓器に有効である機序を検討する上で、TGFβや
IL-10 のような血清 Treg サイトカインの増加や、炎症組織への Foxp3+細胞の浸潤、脾臓内の





 本研究では、 NB-UVB 照射が消化管 aGVHD に加えて IPS が改善することも示した。IPS は予後
不良な疾患であり、一般に広域抗菌薬やステロイド静注を併用した支持療法が行われるが、こ
れらの治療への反応は限定的である。Treg 細胞の増殖が IPS に対する有効な治療法と成り得る




 NB-UVB 光線療法は、IPS を合併した致死的な急性消化管 aGVHD マウスモデルにおいて高い有
効性を示した。NB-UVB が深部臓器の aGVHD を改善する機序として、Treg 細胞の誘導の関与が示
唆された。消化管、肝、あるいは IPS を合併した aGVHD 患者においても、NB-UVB 光線療法は有
効である可能性がある。 
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論文題名 
Narrow-Band Ultraviolet B Phototherapy Ameliorates Acute Graft-Versus-Host








Ultraviolet B （NB-UVB）光線療法が深部臓器の急性 GVHD を改善することを明らかにした。そ
の機序として、制御性T細胞の誘導が関与していることが考慮された。以上より本研究は、NB-UVB
光線療法は、皮膚、消化管、肝、皮膚を標的とした急性 GVHD 患者に対する有効な治療法となり
得ることを示唆し、学位論文として十分に値するものであると考えられた。 
 
 
 
 
 
